Revista Cubana de Plantas Medicinales. 2019;24(3):e781

Articulo original

Efecto hipoglucémico del extracto acuoso de Chuquiraga jussieui J.F.
Gmel en ratas con diabetes inducida
Hypoglycemic effect of aqueous extract from Chuquiraga jussieui J.F. Gmel

in rats with induced diabetes

Alex Alberto Duefias Rivadeneira'™ https://orcid.org/0000-0002-8603-0694
Ulbio Eduardo Alcivar Cedefio? https://orcid.org/0000-0001-7941-6401
Ely Fernando Sacon Vera® https://orcid.org/0000-0001-9625-3413

Carlos Cedefio Palacios? https://orcid.org/0000-0002-2698-9254

Hipatia Delgado Demera* https://orcid.org/0000-0002-5815-8981

Osmany Marrero Chang?® https://orcid.org/0000-0003-1508-6014

YUniversidad Técnica de Manabi, Facultad de Ciencias Zootécnicas, Departamento de
Procesos Agroindustriales. Ecuador.

2Universidad Técnica de Manabi, Facultad de Ciencias Matematicas, Fisicas y Quimicas,
Departamento de Procesos Quimicos. Ecuador.

3Escuela Superior Politécnica Agropecuaria de Manabi.

*Universidad Técnica de Manabi, Facultad de Ciencias Veterinarias, Departamento de
Ciencias Veterinarias. Ecuador.

>Universidad Central “Marta Abreu” de Las Villas, Centro de Bioactivos Quimicos, Grupo

de Toxicologia Experimental. Villa Clara. Cuba.

“Autor para la correspondencia: alduri81@hotmail.com

RESUMEN

Introduccion: la Chuquiraga Jussieui J.F. Gmel es una planta silvestre que crece en los
Andes ecuatorianos y es utilizada ampliamente por las culturas ancestrales y la poblacion
comdn como medicina folclorica, especialmente como antidiabético, antinflamatorio y
febrifugo.

Objetivos: evaluar el efecto hipoglucémico del extracto acuoso de la Chuquiraga jussieui,

en ratas con diabetes inducida.
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Métodos: para la determinacion del efecto hipoglucémico, se utilizaron ratas de la linea
isogénica Wistar con hiperglicemia inducida. Se trabajo con 6 grupos (control normal sin
tratamiento, control hiperglicémico con estreptozotocina, control hiperglicémico tratado
con farmaco hipoglucemiante glibenclamida, y 3 concentraciones del extracto acuoso 100,
200 y 400 mg/kg de peso corporal, del extracto de Chuquiraga jussieui. Los resultados
fueron evaluados estadisticamente, mediante pruebas de distribucion normal con el test de
Shapiro wilk y homogeneidad de varianza por el test de Levene, anélisis de varianza entre
los grupos y comparaciones multiples (Tukey).

Resultados: el grupo con estreptozotocina bajo el efecto solamente de la hiperglicemia
inducida y sin tratamiento alguno, mostrd6 aumentos significativos de las medias de
glicemia durante todo el tiempo del estudio; EI grupo con glibenclamida presenté una
disminucién significativa en méas de 8 mmol L™ de diferencia, igualmente sucedi6 con los
grupos de tres concentraciones de extracto 100, 200 y 400 mg/Kg tratados con los
diferentes niveles de extracto de la planta en estudio, y resulté mayor el contraste en el
ultimo grupo.

Conclusiones: se determind que el extracto acuoso de Chuquiraga jussieui J. F Gmel
presenta efecto hipoglucemiante a partir de 400 mg Kg™ frente a un farmaco en un modelo
para diabetes mellitus tipo 2.

Palabras clave: Chuquiraga jussieui; hipoglucémico; diabetes mellitus; estreptozotocina.

ABSTRACT

Introduction: Chuquiraga jussieui J.F. Gmel is a wild plant species that grows in the
Ecuadorian Andes. It is broadly used by ancestral cultures and the common population as
folk medicine, particularly as antidiabetic, anti-inflammatory and febrifuge.

Objectives: Determine the hypoglycemic effect of aqueous extract from Chuquiraga
jussieui in rats with induced diabetes.

Methods: Determination of the hypoglycemic effect was conducted in rats from the
Wistar isogenic line with induced hyperglycemia. Six groups were formed: normal control
without treatment, hyperglycemic control with streptozotocin, hyperglycemic control
treated with the hypoglycemic drug glibenclamide, and aqueous extract from Chuquiraga
jussieui at three concentrations (100, 200 and 400 mg/kg body weight). Statistical
assessment of results included normal distribution by the Shapiro-Wilk test, variance
homogeneity by Levene's test, analysis of variance between the groups, and multiple

comparisons by Tukey's tests.
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Results: The streptozotocin group with induced hyperglycemia and no treatment showed a
significant mean glycemia increase throughout the study. The glibenclamide group
showed a significant decrease of over 8 mmol/l, and so did the three extract groups
(concentrations of 100, 200 and 400 mg/kg) treated with various volumes of extracts from
the study plant, the contrast being greater in the latter group.

Conclusions: It was determined that aqueous extract from Chuquiraga jussieui J.F. Gmel
displays hypoglycemic activity as of 400 mg/kg versus a drug in a model for type 2
diabetes mellitus.

Key words: Chuquiraga jussieui; hypoglycemic; diabetes mellitus; streptozotocin.
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Introduccion

La diabetes mellitus (DM) se ha convertido en un verdadero desafio para la salud publica
mundial, es una enfermedad que afecta a la mayoria de los paises del mundo. En el afio
2014, segun datos de la Organizacion Mundial de la Salud, existian en el todo el orbe 422
millones de personas con diabetes, para el afio 2030, seria la séptima causa de muerte.

Las especies vegetales han sido utilizadas por varios siglos en forma de infusiones, de
cocciones de la planta completa o de algin 6rgano especifico, para el tratamiento de
muchas afecciones, y entre ellas la DM.??

Las dietas ricas en plantas pueden ser beneficiosas para el hombre con respecto a la
prevencion de enfermedades, por lo cual existen muchas personas que individualmente
dependen de productos de plantas con propdsitos medicinales. La mayoria de las personas
confian en el uso de drogas de origen vegetal, debido a que son baratos, facilmente
disponibles y suelen ser mas eficaces. Actualmente, existe un interés cada vez mayor en la
comunidad de investigadores, de profundizar en las bases cientificas de la utilidad de
muchas plantas o hierbas, ya que la mayoria de ellas todavia no han sido utilizadas en
relacion con la bioactividad demostrada.® EI género Chuquiraga se encuentra localizado
en Ecuador y varios paises de América del Sur, y es considerada una planta con varios

efectos medicinales y actividad antioxidante. La Chuquiraga spinosa, se utiliza para tratar
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enfermedades de la préstata en el norte de Per(, y su extracto acuoso muestra alta
actividad antioxidante.® Los extractos metandlicos de Chuquiraga straminea Sandwith,
subfamilia Barnadesioideae (A steraceae), mostraron la presencia de un grupo de
flavonoides y fenoles totales con actividad antioxidante.”” La Chuquiraga atacamensis,
que crece en la region Puna de Argentina (3 800 m s.n.m) es utilizada para reducir el
estrés oxidativo y aliviar la gota y el dolor artritico.®

Actualmente, se buscan alternativas para controlar los altos niveles de glicemia en
pacientes diabéticos, por medio del uso de plantas que poseen capacidad hipoglicemiante,
debido a lo cual existen numerosos estudios con este fin,*'% sin embargo, no ha sido
demostrado este efecto en la especie Chuquiraga jussieui J.F. Gmel, por lo que se decidid
realizar esta investigacion, con el objetivo de evaluar el efecto hipoglicemiante del
extracto acuoso de la planta, sobre los parametros quimico-sanguineos de ratas con

hiperglicemia inducida por estreptozotocina.

Métodos

Material vegetal
Las muestras de Chuquiraga jussieui J.F. Gmel, se colectaron en la cordillera de los
Andes en la Reserva Faunistica del volcan Chimborazo, en Ecuador, en las coordenadas
Lat 1°30732.66"" S Long 78° 51°52.91"" W. Se depositd un ejemplar de la especie vegetal
en el herbario QCA de la Universidad Catolica del Ecuador, para ser registrada con la
identificacion voucher ADO01 de espécimen, correspondiente a la especie en mencion. El
analisis fitosanitario se realiz6 en el laboratorio del departamento de procesos
agroindustriales de la Universidad Técnica de Manabi, Ecuador, donde las partes aéreas de
la planta (follaje y tallos) se lavaron con abundante agua potable y se secaron a la
sombra.™ Para el secado, se colocé el material en bandejas esmaltadas y se mantuvieron
las muestras a la sombra, removiendo frecuentemente el material. Se pes6 cada 24 horas,

hasta que en tres determinaciones se obtuvo una pérdida de peso constante.

Preparacion del extracto.
El material seco se pasé por un molino de cuchillas y un tamiz de 1,5 mm de abertura de
malla. Posteriormente, se paso el sélido por un tamiz de 0,315 mm de acero inoxidable

para convertirlo en un solido pulverulento (SP), de tamafo de particula uniforme y se
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almacend en una bolsa de pléastico sellada herméticamente, para su uso posterior. Para
realizar el ensayo, se pesaron 20 gramos del SP y se adicionaron a 200 mL de agua
destilada a 85 °C en un beaker por un tiempo de 10 minutos. Posteriormente se filtro al
vacio utilizando un kitasato, embudo de vidrio y papel Whatman No. 4. El extracto acuoso
tuvo una concentracion de 10 % de solido pulverulento y, posteriormente, fue utilizado

para dosificar y suministrar a las ratas.

Animales experimentales, condiciones de alojamiento

Se utilizaron ratas Wistar, machos, de linea isogénica, con peso corporal entre 230-250 g,
procedentes del Centro de Produccion de Animales de Laboratorio (CENPALAB) en la
Habana. La seleccion de este tipo de linea de ratas, se basé en estudios experimentales
realizados por otros autores.®

Las ratas se mantuvieron en jaulas individuales, ventiladas, con una temperatura de 21 + 2
°C, humedad relativa entre un 40-70 %, intensidad luminosa entre 200-250 Lux y ciclos de
luz/oscuridad de 12/12 horas. Los animales tuvieron acceso libre a comida y agua durante
10 dias y se mantuvieron en el bioterio del area Bioldgica, Centro de Bioactivos Quimicos
de la Universidad Central “Marta Abreu” de Las Villas de Santa Clara.

Induccion de la diabetes
La hiperglicemia fue inducida en las ratas Wistar macho en ayunas durante la noche,
mediante una Unica inyeccion intraperitoneal (ip) de solucion recién preparada de
estreptozotocina (60 mg Kg™ de peso corporal) en tampén citrato 0,1 M (pH 4,5). Los
animales fueron confirmados hiperglicémicos por los elevados niveles de glucosa en

plasma después de 72 h de la inyeccién (glucosa en sangre > 8,1 mmol L™).

Recoleccion de muestras de sangre
Los animales fueron anestesiados con éter dietilico y las muestras de sangre fueron
extraidas de la comisura interna del ojo (seno orbital) mediante pipetas Pasteur el dia 0, 5
y 10. La sangre se colect6 en viales con EDTA (40 ul de EDTA/ml de sangre) para su
posterior procesamiento hematoldgico. Para la determinacion de la glucemia se colecto
sangre entera en viales de 2mL, la que se dejé coagular a temperatura ambiente y se
centrifugd a 12 000 rpm en una centrifuga Eppendorf durante 10 minutos. Luego fue
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colectado los sueros que, mas tarde, fueron aspirados con pipetas Pasteur en viales de
muestra, para utilizarlos después de 12 h en el ensayo.

Determinacion de la glucemia
La determinacion de la glucosa se realiz6 mediante el empleo de un analizador
Automatico Hitachi 704 de la Boehringer Mannheim, de procedencia japonesa, utilizando

un kit comercial de la misma firma.

Disefio experimental
Treinta y seis ratas fueron asignadas al azar, segun tablas de nimeros aleatorios, en seis
grupos de seis animales cada uno. Cada animal fue identificado con perforaciones en las
orejas siguiendo un codigo numeérico.
Grupo | (CN): ratas normales de control, administrados con agua potable durante 10 dias.
Grupo 11 (STZ): Inoculados con estreptozotocina 60 mg Kg™ de peso via intraperitoneal e
hiperglicémicos que recibieron 0,5 ml de agua destilada.
Grupo 11 (Glib): Inoculados con estreptozotocina e hiperglicémicos que recibieron 0,5 ml
de agua destilada con glibenclamida 5 mg Kg™ de peso, via oral.
Grupo IV (C 100), V (C 200) y VI (C 400): ratas hiperglicemicas, tratadas diariamente
con 0,5 ml de 100, 200 y 400 mg Kg™ de peso corporal del extracto de Chuquiraga
jussieui J.F Gmel, respectivamente.
Todos los animales de cada grupo fueron sacrificados con halotano 24 h después de sus

respectivas dosis diarias del tratamiento respectivo.

Analisis estadistico
Los datos se expresaron como (media £ SD de seis repeticiones). Se realizaron pruebas de
distribucion normal mediante el test de Shapiro wilk y se comprobd la homogeneidad de
varianza por el test de Levene. Debido a que los datos seguian distribucién normal y
presentaban homocedasticidad, se procedio al uso del Analisis de varianza (ANOVA).
Una vez determinadas las diferencias entre las medias, se realizaron comparaciones
multiples (Tukey). Ademas, se realizaron comparaciones de medias para muestra
relacionadas segun el caso. Se efectuaron correlaciones bivariadas, para lo cual fue
utilizado el coeficiente de correlacién de Pearson (r) debido a las caracteristicas de las

variables (cuantitativas y con distribucién normal).
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Se trabaj6 con una confiabilidad del 95 %

Resultados

Determinacion de la glucemia
La figura 1 muestra el comportamiento de las medias de glucosa durante el periodo del
experimento. EI grupo Il (STZ), solo bajo el efecto de la hiperglicemia inducida y sin
tratamiento alguno, mostré aumentos significativos de las medias de glicemia durante todo
el tiempo del estudio; El grupo 11l (Glib), present6 una disminucion significativa en méas
de 8 mmol L™ de diferencia, igualmente sucedié con los grupos IV (C100), V (C200) y VI
(C400), tratados con los diferentes niveles de extracto de la planta en estudio, el contraste

resulta mayor en el ultimo grupo (Tabla 1).

Yalores medios de glucosa
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CN 5TZ Glib C100 c200 c400
——0dias| 540 18,30 18,90 20,70 19,90 20,00
-m—Sdias| 558 23,44 16,55 18,79 16,75 15,67
—w—10dias 588 2800 | 10,01 17,89 14,75 12,17

Fig. - 1: Promedio de glucosa en plasma a los 0, 5y 10 dias, segin grupos.

Tabla 1 - Resultados de las comparaciones para muestras relacionadas por grupos bajo
tratamientos.
Glib C 100 C 200 C 400
Medias IC 95 % Medias IC 95 % Medias IC 95 % Medias IC 95 %
0-5 dias 2,35% | 198-273 | 1,91** | 129-253 | 225* | 2,03-247 | 533* | 513-553
5-10 fas 6,53* | 6,11-6,95 | 0,90** | 0,61-1,20 | 2,00~ | 1,68-2,32 | 3,50* | 3,12-3,88
0-10 dias. | 8,89* | 8,84-892 | 2,81** | 190-373 | 525* | 498552 | 7,83* | 7,36-8,13
*p =0,000; **p = 0,001; IC 95 %: Intervalo de confianza al 95%

Dias
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A los 5 dias de iniciado el tratamiento, posterior a la induccion de hiperglicemia, se
observaron semejanzas entre las medias de glucosa de las ratas tratadas con glibenclamida,
con respecto a las tratadas con C 200 y C 400, sin embargo, al final del estudio vuelven a

establecerse las diferencias entre los grupos (p < 0,05) (Tabla 2).

Tabla 2 - Comparaciones multiples para los niveles de glucosa a los 5 y 10 dias en los grupos bajo
tratamiento.

Glucosa | Grupo | grupo | Diferencia de medias Sig, Intervalo de confianza al 95 %
CN 10,96 0,000 9,82 12,09
STz -6,89 0,000 -8,02 -5,76
Glib C 100 -2,24 0,000 -3,37 -1,11
C 200 -0,20(*) 0,994 -1,33 0,93
C 400 0,88(*) 0,203 -0,25 2,01
CN 13,20 0,000 12,07 14,34
STz -4,65 0,000 -5,78 -3,51
C 100 Glib 2,24 0,000 1,11 3,37
C 200 2,04 0,000 0,90 3,17
i C 400 3,12 0,000 1,99 4,25
5 dias CN 11,16 0,000 10,03 12,30
STZ -6,69 0,000 -7,82 -5,55
C 200 Glib 0,20(*) 0,994 -0,93 1,33
C 100 -2,04 0,000 -3,17 -0,90
C 400 1,08(*) 0,068 -0,05 2,21
CN 10,08 0,000 8,94 11,21
STZ -1,77 0,000 -8,90 -6,64
C 400 Glib -0,88(*) 0,203 -2,01 ,2543
C 100 -3,12 0,000 -4,25 -1,99
C 200 -1,08(*) 0,068 -2,21 0,05
CN 4,13 0,000 2,94 531
STZ -17,98 0,000 -19,17 -16,79
Glib C 100 -7,87 0,000 -9,06 -6,68
C 200 -4,73 0,000 -5,92 -3,54
C 400 -2,15 0,000 -3,34 -0,96
CN 12,00 0,000 10,81 13,19
STZ -10,11 0,000 -11,30 -8,92
C 100 Glib 7,87 0,000 6,68 9,06
10 dias C 200 3,13 0,000 1,94 4,32
C 400 5,72 0,000 4,53 6,90
CN 8,86 0,000 7,67 10,05
STZ -13,25 0,000 -14,43 -12,06
C 200 Glib 4,73 0,000 3,54 5,92
C 100 -3,13 0,000 -4,32 -1,94
C 400 2,58 0,000 1,39 3,77
CN 6,28 0,000 5,09 7,47
C 400 STz -15,83 0,000 -17,02 -14,64
Glib 2,15 0,000 0,96 3,34
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C 100 -5,72 0,000 -6,90 -4,53
C 200 -2,58 0,000 -3,77 -1,39
*La diferencia de medias es significativa al nivel 0,05.

Fueron definidos los grupos homogéneos a través de HSD Tukey, (Tabla 3) la
glibenclamida, C 400 y C 200 conformaron significativamente (0,043) el Gnico grupo para
los efectos de la glucosa a los 5 dias de iniciado el estudio. No se obtuvieron subgrupos

homogeéneos a los 10 dias.

Tabla 3 - Subconjunto de grupos homogéneos para cifras de glucosa el dia 5.

Sub conjunto para alfa = 0,05

Grupo 3 2 T
CN 5,5833 - - -

C 400 - 15,6667 - -
Glib - 16,5467 - -

C 200 - 16,7500 - -

C 100 - - 18,7917 -
STZ - - - 23,4417
Sig, 1,000 0,043 1,000 1,000

Discusion

Los efectos antidiabéticos observados con el extracto acuoso de Chuquiraga jussieui J.F
Gmel se corresponden con aquellos obtenidos con otros extractos vegetales evaluados en
modelos de animales diabéticos. En otros trabajos se reportan que un proteoglicano
nombrado FYGL (Fudan—Yueyang-G. lucidum), obtenido de los frutos de Ganoderma
lucidum administrado oralmente a ratones com diabetes tipo 2, produjo una disminucion
del nivel de glucosa plasmatica, comparado con los controles diabéticos sin tratamiento,
dicho efecto fue comparable con el de ratones diabéticos tratados con la droga de uso
clinico metformina.*? Otro trabajo ha reportado que un extracto etandlico de hojas de
guayaba redujo significativamente el nivel de glucosa sanguinea, y del perfil lipidico en
ratas albinas diabéticas y tuvo un efecto similar en pacientes diabéticos.® Estudios
recientes con extractos de hojas de guayava revelaron que el mejoramiento de la
hiperglicemia se considera asociado con la supresion de la elevacion de la glucosa
sanguinea postprandial por inhibicién de la alpha-glucosidasa, aungque dicho mecanismo

resulta incierto.®*
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Por otra parte, la administracion oral de un extracto acuoso de Annona squamosa a ratas
diabéticas por 30 dias, causo reduccion significativa a nivel sanguineo de glucosa, urea,
acido Udrico y creatinina, aumentd las actividades de insulina, péptido C, albumina,
relacién albumina/globulina, y restaur6 todas las enzimas marcadoras cerca de los niveles
de control.*®

Otros estudios han demostrado la actividad hipoglicémica de varios constituyentes
fitogquimicos presentes en extractos vegetales. Asi, las saponinas obtenidas de un extracto
metanolico de Momordica cimbalaria, administrada en dosis de 175 mg/kg por 30 dias a
ratones diabéticos no insulinico dependientes, disminuyd la glucosa hematica, y el
mecanismo propuesto es, probablemente, el incremento de la secrecion de insulina por
regeneracion de la células B pancreaticas.®

Un ejemplo méas conocido, el resveratrol, un antioxidante polifendlico del vino tinto,
administrado a ratas diabéticas por 14 dias, redujo la concentracion de glucosa plasmatica
después de dicho lapso.*” También se ha reportado que el piceatanol, un derivado del
resveratrol, redujo la hiperglicemia y afecto la tolerancia a la glucosa en ratones db/db.®®
En otro estudio, se hallé que la genisteina, una isoflavona, disminuy6 los niveles de
glucosa rapidamente en ratones KK-Ay/Ta Jcl, un modelo animal de diabetes tipo 2.4%
Teniendo en cuenta los resultados mostrados y que la Chuquiraga jussieui J.F Gmel es
una planta de uso frecuente de los ecuatorianos, y tradicional para la terapéutica
antidiabética, y cuyo extracto presenta metabolitos con efectos hipoglucemiantes tales
como flavonoides, saponinas, mucilagos, triterpenos y/o esteroides, taninos
pirocatecélicos y fenoles,®” se justifica la propuesta de realizar estudios en humanos para
elucidar suficientemente sus perspectivas potenciales para uso como hipoglucemiante, o
complemento con otras terapias en el tratamiento de la diabetes mellitus 2. Paralelamente,
seria significativo identificar mediante técnicas instrumentales cromatogréaficas, las
estructuras quimicas de los metabolitos presentes en el extracto acuoso de dicha planta,
que son los productores del efecto hipoglucemiante a partir de una concentracion de 400

mg/Kg, frente a un farmaco que posea esta actividad.
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